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摘要 : RAT HAH Helicoverpa armigera 幼虫 神经 细胞 的 急性 分 离 与 体外 培养 的 条 件 ， 并 利用 全 细 
胞 膜 片 钳 技术 首次 对 棉铃 虫 幼虫 急性 分 离 神 经 细胞 的 电压 门 控 性 销 、 钾 和 馈 通道 的 基本 电 生 理学 
特性 进行 了 研究 。 结 果 表 明 ， 棉 铃 虫 幼 虫 中 枢 神 经 细胞 在 TC-100. L-15 和 Grace 培养 基 中 均 可 贴 
EEK, Æ DMEM 培养 基 中 基本 不 能 存活 。 在 TC-100 培养 基 分 别 与 其 它 三 种 培养 基 按 一 定 比例 混 
合 形成 的 培养 液 中 ，TC-100 5 L-15 等 量 混合 培养 液 更 适合 于 神经 细胞 的 生长 。 全 细胞 电压 钳 条 件 
下 ， 可 分 别 记 录 到 电压 门 控 性 钠 、 钾 和 馈 通道 电流 。 钙 电流 特征 为 高 电压 激活 、 缓 慢 失 活 ; 钠 电 
流 对 河豚 毒素 敏感 ; 钾 电 流 可 被 细胞 外 液 中 的 氧化 四 乙 胺 和 4- 氯 基 吡 啶 抑制 。 
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棉铃 虫 Helicoverpa armigera 为 世界 性 农业 害虫 ， 目 前 已 对 多 种 农药 产生 抗 性 。 神 经 敏感 性 
降低 是 其 对 神经 毒性 杀 虫 剂 产 生 抗 性 的 重要 机 制 之 一 。 神 经 敏感 性 与 钠 通道 功能 密切 相关 。 
但 迄今 为 止 ， 不 仅 未 见 到 棉铃 虫 神经 细胞 离 体 培养 的 报道 ， 对 于 该 种 昆虫 神经 细胞 膜 电 压 门 
控 性 离子 通道 的 基本 电 生 理学 特性 以 及 杀 虫 剂 是 如 何 影响 钠 通道 ， 从 而 引起 该 种 昆虫 神经 敏 
感性 降低 这 一 关键 问题 ， 在 细胞 及 分 子 水 平 上 更 无 直接 证 据 。 这 无 疑 不 利于 抗 性 机 理 本 质 的 
阐明 以 及 对 伍 药 剂 的 稍 选 和 该 种 害虫 的 有 效 治 理 。 同 时 ， 和 常规 细胞 培养 方法 程序 烦琐 ， 费 时 
费力 。 基 于 这 些 情 况 ， 我 们 对 棉铃 虫 幼 虫 中 枢 神 经 细胞 的 急性 分 离 与 培养 条 件 进行 了 探索 ， 
并 利用 全 细胞 膜 片 钳 技术 检测 了 急性 分 离 神 经 细胞 所 表达 的 电压 门 控 性 离子 通道 ， 以 期 为 进 
一 步 研究 棉铃 虫 神经 细胞 离子 通道 的 药理 学 特性 莫 定 基础 ， 从 而 对 棉铃 虫 抗 性 机 理 研 究 和 抗 
性 治理 有 所 神 益 。 


1 材料 与 方法 
1.1 ith 


棉铃 忠 初 始 种 群 于 1992 年 8 月 采 自 河北 保定 棉田 ， 并 在 室内 连续 饲养 。 试 忠 为 棉铃 忠 3 
龄 幼虫 。 由 中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 提供 。 
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1.2 ”神经 细胞 分 离 培 养 用 液 

培养 基 : TC-100 (Gibico)，L-15 (Sigma); Grace (1962) 《Gibico)，DMEM (Gibico), EX 
TC-100 分 别 与 L-15、Grace 和 DMEM 按 4:1、3:1、2:1 或 1:1 的 设 定 比 例 混合 。 培 养 基 增 补 
10% 胎 牛 血清 ，100 mmol/L 葡萄 糖 ，0.6 mmol/L EAM 0.3 mg/mL APEE AK, 80 U/mL 庆 
KER. pH 6.6。 

生理 溶液 《mmol/L): NaCl 90> KCl 6> CaCl 2> MgCl 2+ Hepes 10， 和 葡萄 糖 140, pH 6.6 
(HE Lee. Bindokas”! SERO TI AR) o 

消化 酶 液 CmmolL7: NaCl 90, KCl 6> Hepes 10, #149 8% 25, D-H E? 115. REAR 
(Sigma) 0.3%; RERE (VÆ, Sigma) 0.15%> pH 6.6 CF Lee 1 改进 而 成 )。 

培养 液 、 生 理 溶液 及 离散 神经 细胞 的 消化 酶 液 配 好 后 均 在 无 菌 条 件 下 过 小 除 菌 ， 并 分 装 
于 5 mL 玻璃 小 瓶 备用 。 

1.3 神经 细胞 的 急性 分 离 与 塔 养 

棉铃 虫 幼 虫 的 解剖 、 神 经 细胞 的 分 离 及 培养 均 可 在 简单 消毒 环境 下 进行 〈 解 前 器 具 用 酒 
WIS). AREER: ABO BUR 24 h 左右 ，75% 乙 醇 体 表 消毒 3 ~5 min， 生 理 盐水 
漂洗 3 次 。 小 心 噜 除 消 化 道 ， 分 离 出 腹 神 经 索 ， 并 用 生理 盐水 漂洗 2 次 ， 在 消化 酶 液 中 孵育 
5 ~ 10 min 后 去 除 神经 戎 ， 继 续 振 动 消化 25 ~ 35 min。 然 后 用 培养 液 终 止 酶 液 作 用 ， 用 口径 
100 um 的 玻璃 吸管 轻 轻 吹 打 组 织 离散 细胞 ， 将 细胞 悬 液 滴 加 于 预先 加 有 1.5~ 2 mL 培养 液 的 
35 mm 培养 血 中 ，(27 + DCH AW. 

1.4 电信 号 记录 

用 高 阻 封 接 全 细胞 膜 片 钳 技术 5 记录 电信 和 号。 信和 号 由 膜 片 钳 放大 器 (PC-IIB ， 华 中 理工 
KY) 输出 至 计算 机 。 低 通 Bessel 滤波 为 5 kHz。 刺 激 脉冲 序列 的 给 出 及 数据 采 入 均 通 过 IBB 
Clamp 软件 包 和 DAQ-2B 数据 采集 接口 装置 一 起 构成 的 IBB Digitizer 数字 化 系统 完成 。 电 极 电 
FA 3 ~ 5 MQ。 

TSCA YT u) 的 细胞 外 液 为 《mmolL): NaCl 100. KCl 4, CaCl, 2> MgCl, 2+ Hepes 
10， 和 葡萄 糖 10， 毛 化 四 乙 胺 Ctetraethylammonium chloride, TEA-C1) 20, FA NaOH 调 至 pH 6.6 
(HB Lee’! . Bindokas ROËT AR). HARA YR (mmol/L): CsF 100, CsCl 40, MgCl 3» EGTA 
10, Hepes 5, CsOH 调 至 pH 6.6 (48 Lee 改进 而 成 )。 

TOS AF YT O 的 外 液 与 ,的 基本 相同 ， 仅 将 TEA-Cl 以 1 pmol/L 河豚 毒素 Ctetradotox- 
in，TIX》 蔡 代 。 电 极 内 液 为 《mmol/L): KF 140, EGTA 10，Hepes 10， 用 KOH Æ pH 6.6 
CHE Christensen!" ROH TI AR) o 

记录 钙 电 流 a) 的 细胞 外 液 为 Cmmol/L): NaCl 100, CsCl 4, CaCl, 5, MgCl 2; Hepes 
10， 和 葡萄 糖 10，TEA-C1 20, TTX 1 pmol/L。 电 极 内 液 为 《mmol/L): CsCl 90，MgCL 3» Na -ATP 
2，EGTA 10，Hepes 10， 内 外 液 均 用 CsOH 调 至 pH 6.6 ( Christensen’ 改进 而 成 )。 


2 结果 


2.1 神经 细胞 的 分 离 培 养 
酶 解 分 散 后 的 神经 元 大 都 呈 圆 形 ， 相 差 显 微 镜 下 胞 体 明 亮 ， 少 数 细胞 带 有 1 条 近 端 突起 。 
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细胞 大 小 悬殊 ， 有 不 到 10 pm 但 仍 有 较 长 突起 的 小 细胞 ， 也 有 30 pm 以 上 的 大 细胞 。 无 论 大 
小 ， 多 数 神 经 元 在 接种 2 h AWE. 4~6h least (70%) 神经 元 胸 体 变形 ， 并 长 出 工 条 或 多 
条 长 短 、 粗 细 、 形 状 不 一 的 突起 ， 且 多 数 “90% BARRERA BK, AHA 
起 末端 以 锥 体 《cones》 样 小 节 终 结 (图 1: 1 ~5)。 





图 1 棉铃 虫 幼虫 神经 细胞 上 共有 1、2 或 多 条 突起 (396 x ) 
Fig. 1 Neurons isolated from H. armigera larvae with unipolar, bipolar or multipolar processes ( 396 x ) 


神经 细胞 在 TC-100. L-15 及 Grace RFR PIA MK, E DMEM 中 基本 不 能 存活 。 
在 TC-100 分别 与 LIS、Garace 及 DMEM 按 一 定 比 例 混 合 形 成 的 培养 液 中 ，TC-100 5 L15 等 体 
积 混合 培养 液 更 适合 于 神经 细胞 的 生长 。 生 长 状况 比 单一 使 用 一 种 或 其 它 配 比 培养 液 明显 改 
车 。 主 要 表现 为 存活 和 贴 壁 细 胞 数量 增加 ， 贴 壁 所 需 时 间 缩 得 《5S0 min BA ESE), FERE 
理 实 验 数 据 均 来 自在 TC-100 与 L-15 等 体积 混合 形成 的 培养 液 中 培养 4~6 h， 大 小 为 18 ~ 22 
pm 的 细胞 。 此 时 细胞 基本 定型 ， 也 极 易 形成 高 阻 封 接 。 
2.2 中 枢 神 经 元 表达 的 电压 门 控 性 通道 

电压 门 控 性 通道 根据 其 对 离子 的 选择 通 透 性 ， 主 要 有 钠 通道 、 钾 通道 和 知 通道 三 种 。 在 
分 离 每 种 通道 电流 时 ， 用 特异 性 的 工具 药 将 另外 一 种 或 两 种 通道 电流 阻 断 。 
2.2.1 钠 电流 : 得 到 全 细胞 记录 构 型 后 ， 置 维持 电压 于 - 70 mV， 给予 脉 冲 宽度 为 60 ms, A 
激 脉 冲 序列 从 -60 到 80， 以 10 mY 步 幅 递增 的 去 极 化 电压 刺激 ， 可 记录 到 一 系列 快速 激活 与 
失 活 的 电流 《图 2: A》。 由 于 胞 外 液 中 加 有 TEA-CI， 电 裤 液 中 有 高 浓度 CsFf， 钾 电流 可 被 
TEA-C] 及 高 浓度 Cs* 所 阻 断 ， 钙 电流 已 被 高 浓度 了 所 灭 活 。 此 时 向 外 液 中 加 入 TIX， 该 电流 
被 取消 ， 证 实 其 为 TTX 敏感 的 钠 电流 。 从 电流 -电压 关系 曲线 可 知 钠 电流 在 - 40 mV 左右 激 
活 ，-20 mV 左右 达 峰 值 ( 图 2: B) 
2.2.2 Rin: 将 膜 电 位 维持 在 - 70 mV， 给 予 一 系列 以 10 mV 步 幅 递增 的 去 极 化 刺激 ， 可 
得 到 一 系列 缓慢 激活 、 几 乎 没有 失 活 的 电流 ， 即 延迟 整流 钾 电 流 《delayed rectifier potassium 
current, I.) 〈 图 3: A)， 该 电流 对 TEA-Cl 敏感 。 在 部 分 细胞 中 可 记录 到 快速 激活 与 失 活 及 对 
4 氨基 吡啶 〈4-aminopyridine，4-AP) 敏感 的 瞬时 钾 电流 (rapid outward potassium current, 1,0) 
《图 3: B)。 大 多 数 《80%) 细胞 中 可 同时 记录 到 这 两 种 电流 《图 3: C)。 
2.2.3 Rit: 将 膜 电位 分 别 钳制 在 -70 mV 和 -40 mV ， 给 予 一 系列 以 1I0 mV 步 幅 递增 的 
去 极 化 刺激 。 记 录 到 的 馈 电流 特征 为 高 电压 激活 ， 组 慢 失 活 。 不 同 膜 电 位 《-70 mV 和 -40 
mw 测 得 的 钙 电 流 在 初始 峰值 和 持续 内 向 电流 的 高 度 上 没有 明显 差别 ,和 钙 通道 电流 在 
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图 2 TIX 敏 感 钠 通道 电流 CAD 及 其 电流 -电压 关系 曲线 (B) 


Fig. 2 TTX-sensitive sodium currents (A) and the corresponding current-voltage curve (B) 





图 3 钾 通 道 电流 
Fig. 3 Potassium channel currents 
A: 延迟 整流 钊 电流 O); B: 瞬时 钾 电 流 Cy): 
Cc: 同一 神经 细胞 可 同时 记录 到 两 种 钾 电 流 Ch, and I, recorded from the same cell) 


-40 mV 左右 激活 ，10 mV 左右 达 峰 值 《 图 4)。 由 于 低 电 压 激 活 、 快 速 失 活 的 工 型 钙 通 道 电 流 
一 般 在 膜 电位 为 -60 mV 时 激活 ，- 40 mV 时 失 活 :“， 因 此 这 一 结果 表明 棉铃 虫 中 枢 神 经 细 
胞 主要 表达 高 电压 激活 、 缓 慢 失 活 的 钙 通 道 。 





图 4 高 电压 激活 钙 通 道 电流 《〈A) 及 其 电流 -电压 关系 曲线 (B) 


Fig. 4 A series of high-voltage activated Ca currents (A) and the corresponding current-voltage curve (B) 


3 讨论 


ee Fr FH SE Be VAS HL ER FR A AE, A ey RT EE 
AISE AY ney BAS He eH FS RE TE. RATER BRED PRA 
细胞 离 体 生长 培养 基 条 件 的 探索 ， 发 现 TC-100 等 培养 基 也 支持 神经 细胞 的 生长 ， 但 TC-100 与 
L-15 等 量 混合 培养 液 更 适合 离 体 神经 细胞 的 贴 壁 与 存活 ， 电 生理 记录 时 也 极 易 形成 高 阻 封 接 。 
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这 说 明 TC-100 5 L-15 培养 基 在 菜 些 成 分 上 具有 互补 作用 。 虽 然 急性 分 离 方法 存在 培养 基 染 菌 
现象 ， 但 将 培养 基 和 生理 液 等 在 无 菌 条 件 下 少量 分 装 后 ， 每 个 包装 只 用 一 次 ， 可 得 到 完全 符 
合 需 要 的 细胞 标本 。 同 时 这 种 方法 也 简单 、 省 时 。 

钠 、 钾 及 铭 等 电压 门 控 性 离子 通道 是 神经 元 和 其 它 可 兴奋 细胞 赖 以 产生 电信 和 号 的 分 子 基 
础 ， 在 动作 电位 的 产生 和 传导 ， 亦 即 在 控制 神经 和 肌肉 的 兴奋 中 起 关键 作用 。 昆 虫 神 经 细胞 
膜 离子 通道 是 多 种 天 然 毒 素 及 合成 杀 忠 剂 的 作用 靶 标 。 由 于 杀 虑 剂 洲 用 ， 导 致 神经 敏感 性 降 
低 成 为 害虫 抗 药性 的 重要 机 制 之 一 。 膜 离子 通道 与 神经 敏感 性 密切 相关 。 利 用 膜 片 钳 技术 可 
直接 检测 神经 敏感 程度 ， 分 析 药 物 或 杀 虫 剂 对 神经 细胞 膜 离子 通道 的 作用 ， 从 而 前 明 害 虫 抗 
药性 机 理 。 但 有 文献 :总 报道 ， 节 肢 动物 ， 尤 其 是 昆虫 中 枢 神 经 系统 的 神经 细胞 是 非 兴奋 性 
的 ， 仅 在 特定 条 件 下 膜 离 子 通 道 才 被 激活 ， 细 胞 表现 出 兴奋 性 。Amar 等 .小 利 用 全 细胞 及 单 通 
道 膜 片 钳 技 术 对 体外 培养 的 理 虹 Periplaneta americana 胚胎 神经 细胞 进行 研究 ， 发 现 神 经 元 静 
县 电位 较 低 ， 具 电 不 敏感 性 。 无 药剂 存在 时 ， 电 压 钳 条 件 下 ， 去 极 化 步 进 电压 不 能 诱发 任何 
内 同 电流 ， 改 变 指令 电压 或 给 以 长 时 程 超 极 化 脉冲 也 不 能 诱发 钠 电 流 。 由 于 目前 未 见 到 棉铃 
忠 神经 细胞 离 体 培养 的 报道 ， 因 此 体外 生长 的 柳 铃 忠 幼 忠 神经 细胞 是 否 也 存在 类 似 情 况 ， 是 
人 否 适 合 于 膜 片 钳 实验 研究 ， 表 达 哪 些 电压 敏感 性 离子 通道 以 及 哪些 离子 通道 与 杀 上 忠 剂 直接 起 
作用 ， 从 而 引起 害虫 抗 性 等 均 是 未 知 数 。 我 们 的 研究 结果 表明 ， 离 体 培 养 的 棉铃 虫 幼虫 神经 
细胞 与 玻璃 微 电 极 间 极 易 形 成 高 阻 封 接 ， 可 持续 稳定 记录 100 min， 适 合用 于 膜 片 钳 实验 研 
究 。 全 细胞 电压 钳 条 件 下 ， 不 经 药物 刺激 ， 即 可 记录 到 较 大 的 内 同 钠 电流 、 钙 电流 和 外 同 钾 
电流 ， 神 经 细胞 不 仅 表达 延 到 整 流 钾 通道 和 瞬时 钾 通 道 ， 同 时 还 表达 TTX 敏感 的 钠 通 道 与 高 
电压 激活 的 钙 通 道 。 
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Acute isolation and culture of nerve cell from the cotton bollworm 
and the patch-clamp study on the voltage-gated ion 
channels in the cultured neurons 
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Abstract: The dissociation and culture of cells isolated from the ventral nerve cord of the larva of the cot- 
ton bollworm, Helicoverpa armigera are described. The propterties of the voltage-gated ion channels of the 
cultured neurons were studied with patch-clamp technique in the whole-cell configuration. Neurons sur- 
vived and grew fast in either TC-100, Leibovitz’ s L-15 or Grace medium supplemented with glutathione» 
glutamine» glucose and 10% foetal calf serum. The medium made up of equal parts of TC-100 and Leibo- 
vitz s L-15 enabled better adherence, survival and growth. Most neurons showed neurite growth exhibiting 
unipolar» bipolar or multipolar. Neural cell bodies readily formed seals with patch pipettes» allowing sta- 
ble» whole-cell patch-clamp recordings. Depolarization of the cell under voltage-clamp resulted in TTX- 
sensitive sodium currents» high-voltage activated calcium currents and two types of outward potassium cur- 
rents. The potassium currents could be decreased by TEA-CI and 4-AP. 


Key words: Helicoverpa armigera; nerve cell; ion channel; cell culture 


